
氏 名(本籍)

学 位 の 種 類

学位授与番号

学.､位授与日付

専 攻

学位論文題目

吉 村 明 浩(岐阜県)

博 士(工学)

甲第 234 号

平成16 年 6 月16 日

物質工学専攻

リボヌクレアーゼL/2-5A複合体の構造と機能に関する研究

(Studies on structure and function of ribonuclease L/2-5

学位論文審査委員 (主査)教 授 北 出 幸 夫

(副査)教 授 西 川
一

八 教 授 木 内
一

助教授 上 野 義 仁

論文内容の要旨

リボヌクレアーゼL(RNaseL)は2,,5,-オリゴアデニル酸(2-5A)を必

子とするRNA分解酵素である｡RNaseLと2-5Aはインターフェロンによる抗り

｢2-5Aシステム｣を構成し､RNaseL/2-5A複合体はウイルスおキび細胞内Rh
てタンパク質合成を阻害することで､ウイルスの増殖を妨げる｡RNaseLは2-!

現の鍵分子とする活性制御機構を備えた唯一の酵素であり､本酵素の触媒機構

観点からも興味深い｡本酵素の酵素機能の解明は複合体形成に関する研究が先

RNase Lの活性化からRNA分解に至る一連の触媒機構は明らかにされていない

本研究ではRNaseLの触媒機構の解明を目指し､酵素括性に必要なRNaseL/2

の構造と機能を明らかにすることを目的として研究している｡

本研究の基盤となるヒト組換型RNaseL発現系を構築するとともに､活性測

し､次いでこれらの系を利用して塩基部修飾型2-5A誘導体のRNaseレ活性化

し､RNaseL酒性化能と塩基部修飾効果との関係を検討している｡塩基部2侶

位を臭素(br2A,br8A)もしくはメチル基(me2A,me8Aiセ置換したアデノシン
だ2-5Aのうち､pApAp(br2A)およびpApAp(me2A)は未修飾体(pApApA)と比較

性化能を､PApAp(br8A)およびpApAp(me8A)は未修飾体と比較して高い括性化能

を見出している0′アデノシン塩基部2位あるいは8位への臭素あるいはメチル

一塩基配向に影響を与え､それぞれa月日型配向あるいは即Ⅶ型配向を優先する
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に報告されているRNaseLとの結合能のわずかな向上だけでなく､RNaseL/2一!

二量体形成が促進されるためでもあることを発見している｡

次にRNase Lの触媒反応に重要なアミノ酸残基を探索し､その役割を検討し

RNase LはN末端側領域の活性制御領域と､C末端側領域の触媒領域から構成i

失変異体実験からC末端側領域のGlu71l-His720の10アミノ酸残基がRNA分厚

結合に重要な役割を果たすことが示唆されているが､この領域の役割は明らか

ない｡そこで､本研究ではGlu711-His720の機能を明らかにするため､スキ

異解析を実施している｡まず､各アミノ酸残基をそれぞれAlaに置換した10毒

素を作製し､RNA分解晴性およびRNA結合晴性を測定したところY712A,H715Aま

に晴性の減弱が認められ､Tyr712,His715およびPhe716がRNA分解晴性およ

に機能していることを見出している｡特に著しく晒性の低下したY712Aおよび

目し､Tyr712およびPhe716の機能を明らかにするため､変異酵素Y712F,F71

F716Yを作製して､RNA分解括性とRNA結合括性を評価している｡Y712Fは基質

生型酵素と比較して上昇したもののRⅣA分解括性が低下したことから､側鎖の

質結合に働くとともにフェノール性水酸基が触媒反応に機能すること見出して

Phe716を置換した3種の変異酵素は､いずれも基質結合能およびRNA分解括性ブ

RNA分解括性および基質結合能は､野生型〉F716L〉F716Y〉F716Aの願で低

ミノ酸の疎水性の強さPhe>Leu)Tyr)Alaと-一致していたことから､Phe:

性クラスタ岬の一増βを形成して､基質結合に寄与すると結論付けている｡

本研究では､RNase Lの触媒機構の解明に向けてRNase Lと2-5Aの両面か

め､RNase L/2-5A複合体が触媒機能を発揮するための二量体形成において2-!

造が重要であることを示している｡また､RNA結合および分解にはRNaseLのて

びPhe716が関与することを示している｡

論文審査結果の要旨

リボヌクレアーゼL(RNase L)は2,,5,-オリゴアデニル酸(2-5A)を必

子とするRNA分解酵素である｡RNaseLと2-5Aはインターフェロンによる抗り

｢2-5Aシステム｣を構成し､RNase L/2-5A複合体はウイルスおよび細胞内馴

てタンパク質合成を阻害することで､ウイルスの増殖を妨げる｡RⅣaseLは2一三

現の鍵分子とする晴性制御機構を備えた唯一の酵素であり､本酵素の触媒機構

観点からも興味深い｡本酵素の酵素機能の解明は複合体形成に関する研究が先



位を臭素(br2A,br8A)もしくはメチル基(me2A,me8A)で置換したアデノシン

だ2-5Aのうち､pApAp(br2A)およびPApAp(me2A)は未修飾体(pApApA)と比較

性化能を､pApAp(br8A)およびpApAp(me8A)は未修飾体と比較して高い括性化能

を見出している｡アデノシン塩基部2位あるいは8位への臭素あるいはメチル

一塩基配向に影響を与え､それぞれa扉J型配向あるし＼は即Ⅶ型配向を優先する

2-5A誘導体牲異なる反応系で評価されていたため誘導体間のRNaseL括性化離

することは困難であった｡本研究において2-5Aの5,末端から3番目(2,束

一郎Ⅶ配向がRNase L惰性に影響を及ぼし､RⅣase L括性の増強には即Ⅵ型配

効果的であることを明確にしている｡さらに､RNaseLの二量体形成能の測

pApAp(br8A)およびPApAp(ne?A)はpApApAと比較してRNaseLを効率良く二重
ることを見出している｡塩基部8位置換2-5Aの括性化能が増強される理由は

に報告されているRNaseLとの結合能のわずかな向上だけでなく､RNaseL/2一

二量体形成が促進されるためでもあることを発見している｡

次にRⅣase Lの触媒反応に重要なアミノ酸残基を探索し､その役割を検討し

RNase LはN末端側領域の活性制御領域と､C末端側領域の触媒領域から構成

失変異体実験からC末端側領域のGlu711-His720の10アミノ酸残基がRNA分角

結合に重要な役割を果たすことが示唆されているが､この領域の役割は明らカ:

ない｡そこで､本研究ではGlu711-His720の機能を明らかにするため､スヰ

異解析を実施している｡まず､各アミノ酸残基をそれぞれAlaに置換した10三

素を作製し､RNA分解晒性およびRNA結合括性を測定したところY712A,q715Aj

に晴性の減弱が認められ､Tyr712,His715およびPhe716がRNA分解括性およ

に機能していることを見出している｡特に著しく括性の低下したY712Aおよひ

目し､Tyr712およびPhe716の機能を明らかにするため､変異酵素Y712F,F7二

F716Yを作製して､RNA分解括性とRNA結合括性を評価している｡Y712Fは基質
生型酵素と比較して上昇したもののRNA分解晴性が低下｣したことから､側鎖C

質結合に働くとともにフェノール性水酸基が触媒反応に機能すること見出して

Phe716を置換した3種の変異酵素は､いずれも基質結合能およびRNA分解括性フ

RNA分解晴性および基質結合能は､野生型>F716L〉F716Y〉F716Aの順で侶

ミノ酸の疎水性の強さPhe)Leu>Tyr>Alaと-一致していたことから､Phe

性クラスターの-一部を形成して､基質結合に寄与すると結論付けている｡

本研究では､RNaseLの触媒機構の解明に向けてRNaseLと2-5Aの両面から研

RNaseL/2-5A複合体が触媒機能を発揮するための二量体形成において2-5Aの

重要であることを示している｡また､RNA結合および分解にはRNase LのTyr｢



果､この論文を学位論文に値するものと判定した｡

最終試験結果の要旨

この論文の主要部分は､審査付き論文として公表済み及び印刷中の2編の論文である｡

この論文が学位論文として完成された内容を有することを確認した｡

公聴会において､学位論文の内容を中心として､またこれに関する事項､即ちRNase L

と2-5Aの構造と機能､R弛seLの一塩基多型と疾病との関連､インターフェロンの抗ウイ

ルス機構､および今後の展開や本研究の将来性などに関して諮問を行った｡論文申請者か

ら､十分な内容を持った回答が得られたので､最終試験にも合格したと判定した｡


